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1) ATM異常による酸化ストレスに対する細胞応答の異常は，ATM異常による小脳神経細胞死，造血幹細胞の分化異常，早老，あるいは発がんと関連していると考えられているが，その機序は明らかではない。我々は，ATM が DNA 二重鎖切断以外に，プロスタグランディン，脂質，核酸由来の代謝産物により活性化され，その ATM活性化が DNA塩基の修飾を介さない，ATM蛋白に対する直接作用であることを見出した。さらに，このような DNA損傷を介さない ATMの活性化は，Chk1や Chk2などの活性化は起こさないが，p53の活性化や，代謝ストレスセンサーである AMPKのリン酸化と，mTOR活性化の指標である S6Kリン酸化の抑制も引き起こすことを明らかにした。 
2) 我々は，DNA２重鎖切断のセンサー因子 NBS1が，DNA複製損傷チェックポイント因子ATRの下流のChk1のリン酸化や FancD2のユビキチン化に必要であることを見出した。さらに，NBS1の BRCTと FHAドメインを含む N末端と相互作用する ATR の部位を同定し，この ATR 部位の過剰発現により，NBS1 と ATR の結合を阻害した結果，Chk1のリン酸化が抑制されることを示した。また NBS1の N端が in vitroでATRを直接活性化することや，PCNAと融合したNBS1のN端のRad17ノックアウト細胞における強制発現により Chk1 のリン酸化が起こることなど，
NBS1が TOPBP1とは独立して ATRを活性化できることを明らかにした。 
3) NBS1 の 相 互 作 用 因 子 と し て 主 要 な CpG メ チ ル 化 酵 素 で あ る
DNA(cytosine-5-)-methyltransferase 1(DNMT1)を分離した。NBS1は，DNMT1の活
－ 44 －
性領域中の Target Recognition Domain で結合しており，NBS1 ではＮ末端にある
FHA Domainが結合領域であった。DNMT1は p53に依存して Apoptosis阻害因子
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全体の制御機構や各シグナル伝達モジュールの in vivo における機能については不明
な点が多い。本研究分野では，我々が同定した哺乳類 MAPK 経路の足場タンパク質
JSAP1 及び JLP（JSAP1 ファミリーメンバー）を切り口として，シグナル伝達の特異
性維持機構，MAPK モジュールの in vivo における役割，及び MAPK 経路の時間的・
空間的制御機構の解析を行い，最終的には細胞のがん化やがんの悪性化における
JSAP1, JLP の役割とその分子機構の解明を目指して研究を行っている。また，足場タ






１．紫外線誘導性アポトーシスにおける JLP の役割とその分子機構 
 JSAP1-ROCK1 シグナル伝達経路は，皮膚表皮における紫外線（UVB）誘導性アポ
トーシスを仲介することが報告されている（Sci. Signal., 2008）。しかし，基底細胞特
異的に Cre 組換え酵素を発現する K5-Cre マウスを用いて，JSAP1 コンディショナル
－ 47 －
ノックアウト [JSAP1 cKO(K5-Cre)] マウスの作出・解析を行ったところ，足場タンパ
ク質 JSAP1 は UVB 誘導性アポトーシスに関与していないことを示唆する結果が得ら
れた。一方，JLP KO 及び JLP cKO(K5-Cre)マウスを用いた解析では，UVB 誘導性ア
ポトーシスが有意に抑制された。現在，基底細胞特異的 JSAP1, JLP ダブル KO マウス
の作出・解析を行っており，その予備的結果も JSAP1 の UVB 誘導性アポトーシスへ
の関与を支持していない。一方，UVB 誘導性アポトーシスの分子機構を明らかにす
るため，JLP cKO(K5-Cre)マウス由来のケラチノサイトやヒトケラチノサイト HaCaT
細胞を用いた解析を進めている。今後，マウス UVB 皮膚発がんにおける JLP の役割
についても検討する予定である。 




促進に関わること，及び JSAP1 は bFGF/FGF-2（GCP の分化誘導因子）に応答して
JNK, ERK MAPK シグナル伝達系を空間的に制御することをすでに発表している。ま
た昨年度，FGF 受容体-JNK シグナル伝達経路の活性化に伴って Gli1 タンパク質の発
現レベルが減少することを見出した。本年は，様々な Gli1 変異体を用いた解析を行い，
Gli1 において，これまでに報告されていない新たな領域が MAPK 経路とのクロスト
ークに関与することを示唆する結果を得た。 
３．JSAP1, JLP ダブル KO マウスの作出・解析 
 JSAP1, JLP の生理的機能の解明に向け，現在，様々な部位特異的 JSAP1, JLP ダブ
ル KO マウスの作出・解析を行っている。これまでに，背側終脳特異的および小脳プ
ルキンエ細胞特異的 JSAP1, JLP ダブル KO マウスを作製し，JSAP1, JLP 欠失は神経細
胞死を引き起こすことを見出した。本年は，主に初代培養系を用いた解析を行い，
JSAP1, JLP は Kinesin-1 依存的な軸索輸送の制御因子であり，JSAP1, JLP 欠失は JNK
の異常な活性亢進を介して神経細胞死を誘導する，という予想外の結果を得た。 
４．がん転移における転写因子 Gli1 の役割とその分子機構 
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「紫外線応答における足場タンパク質 JSAP1, JLP の役割とその分子メカニズム」 
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 【 研 究 概 要 と成果】 
  消化器がんを中心に，がんの多様な分子細胞病態と腫瘍外科学的特性の解明を目指して，基礎・臨床橋渡し研究を実施している．なかでも，膵がん，膠芽腫，骨軟部肉腫と再発や転移を含む難治性がんと希少がんの病態解明と制御に重点をおいている．  
 １．がん化シグナル誘導の分子細胞機構とがん制御への応用 
(1) Wnt経路に関わる新しい分子細胞機構の検討 
Wnt 経路の制御破綻が固有のがん化シグナルを誘発する仕組みと，それを修飾する分子細胞機構について β-カテニンを中心に研究を進めている．そして，大腸がんの腫瘍－宿主境界の腫瘍環境で活性化される β-カテニンを機軸とするがん化シグナル回路の病理作用を明らかにしてきた．そのなかで，β-カテニンが RNA 安定化因子





(2) glycogen synthase kinase (GSK) 3βを標的とするがん治療法の開発と臨床応用 消化器がんと脳膠芽腫を中心に異常活性を示す GSK3β が腫瘍細胞の生存，増殖，遊走・浸潤を推進し，治療（抗がん剤，放射線）抵抗性を賦与することを発見した．そして，その阻害によるがん治療効果の分子機構の検討と難治がん治療の臨床研究を進めている．2009 年から GSK3β 阻害医薬品の併用による再発膠芽腫治療の医師主導型第Ⅰ/Ⅱ相臨床研究 (UMIN: 000005111)を本学附属病院脳神経外科で実施し，本年までにその安全性と治療効果を確認した．今後，本学を中心に多施設臨床研究を構想し，厚労省科学研究費に応募する．進行膵がんに対する同様の臨床研究 
(UMIN: 000005095)は 2011年 4月から金沢医科大学病院集学的がん治療センターで開始され，現在も症例を登録，集積中で，その成果にもとづく新しい膵がん治療法として共同出願を予定している．本年は研究対象を，希少かつ難治性の骨肉腫の治療と消化管実験発がん動物モデルに広げ，GSK3β 阻害によるがん治療とがん（化学）予防効果についてそれぞれ本学整形外科，消化器外科と共同研究を開始した． 本酵素阻害によるがん治療効果の分子機構として，がん細胞の糖エネルギー代謝に及ぼす作用を検討している．これまでのメタボローム解析から，がん細胞特有の代謝 Warburg効果における GSK3β の責任作用を示唆する予備成果がえられている．現在，その中心的役割を担うと考えられる代謝酵素と GSK3β の相互作用について機能解析を進めている．創薬への応用を考え，cell-based ELISA による新規 GSK3β 阻害剤のスクリーニング法の開発のため，GSK3β の代表的な基質であるグリコーゲン合成酵素とその第 641セリンリン酸化ペプチド特異抗体を作成中である． 
 ２．がんの分子生物学的分類によるオーダーメイドがん化学療法 抗がん剤の感受性・有害事象予測に臨床応用できる分子生物学的診断法を開発し，オーダーメイド治療を実現させることを目的に研究を進めている．大腸がんで常用される 5-FUの個別化を実現した後，放射線治療や免疫治療を含めた集学的治療の個別化につなげることを目標にしている．本年は，がんのクロマチン構造が 5-FU の
DNA 取り込みと修復過程に関与することを大腸がん細胞で解析した．この機構は
thymidylate synthase (TS)阻害による 5-FU の効果発現機構とは異なるため，がん細胞が両機構のいずれに反応性が高いかにより 5-FUの個別化が可能である．現在，臨床試験での検証を計画中である． 
 ３．エピジェネティクスを標的にするがん診断・治療法の開発 大腸がんをモデルとして，発がん径路をジェネティック・エピジェネティックな変化により説明・細分類し，診断・治療に臨床応用することを直近の目的としている．エピジェネティックな変化のうち，とくに DNAメチル化を解析対象として，がん表現型である CpG island methylator phenotype (CIMP)やゲノム全体のメチル化状態の代用マーカーである LINE-1 を解析している．また，microsatellite instability (MSI)，




４．ヒト消化管がん組織検体資源化プロジェクト がんの分子・細胞レベルの変化，代謝変動やがん動物モデルの解析から得られる結果を実際のがん病巣で具現化してはじめて, がんの臨床に導入することができる．医科学研究に共通する時代の要請である．この目的で，消化管がんの研究や臨床研究の基盤資源として，2008 年から本学附属病院，金沢医科大学病院と市中の基幹病院（金沢赤十字病院，石川県立中央病院）外科と連携して，本事業を開始した．
2010 年にこの事業を当研究所ヒトがん組織バンクに継承し，大腸がんと胃がん患者様の手術検体から正常と病巣組織を系統的に集積している．本事業の概要は昨年までの当研究所年報を参照されたい．これらの組織・バイオバンクを利用して複数の共同研究が学内外 で進行している． 
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機能ゲノミクス研究分野 
 ＜研究スタッフ＞ 教 授   鈴木 健之          助 教   石村 昭彦 博士研究員 丹下 正一朗       事務補佐員 小田原 敦子 研究生   寺島 農 大学院生（博士課程）Zanabazar Enkhbaatar      大学院生（博士課程）Dulamsuren Oktyabri    
 【 研 究 概 要 】 
  レトロウイルス挿入変異によってマウスに発症した腫瘍から，ウイルスタギングを用いて新しいがん関連遺伝子群の探索を進めてきた。その結果，ヒストンや DNAのメチル化修飾に関わる酵素の遺伝子が，ウイルスの標的として高頻度に同定された。これらの酵素が引き起こすエピジェネティクス制御の異常は，可逆的に正常に戻すという治療戦略が想定されるため，次世代のがん治療の標的として注目される。現在，がんの発症・悪性化の様々なステップにおいて，これらメチル化制御酵素の果たす役割とその作用メカニズムを明らかにするために研究を進行している。 
 ＜2012年の研究成果，進行状況と今後の計画＞ １）がんの悪性進展過程におけるヒストンのメチル化制御酵素群の関与  がん細胞の浸潤をはじめ，上皮・間葉転換（EMT）や薬剤耐性などは，がんの悪性化や難治性の本態であり，これらを阻止するがんの治療法の開発は極めて重要である。挿入変異の標的として同定したヒストンのメチル化酵素（EZH2, SETD7, SMYD2など）と脱メチル化酵素（JMJD5, PLU1, UTX, JMJD3など）について，乳がん，肺がん，大腸がんなど様々ながん細胞株を用いて発現解析を行なった。その結果，細胞の浸潤能，上皮系•間葉系の特徴，抗がん剤耐性などの性質と相関性を示す発現様式をもつ酵素を複数同定することができた。また，酵素によって発現調節される標的遺伝子を探索する方法として，網羅的 cDNAシークエンスデータを情報学的に処理するデジタル発現プロファイル法を確立し，標的遺伝子候補のデータベースを作成した。 
 ２）がん関連遺伝子候補 JMJD5の機能解析  候補遺伝子のひとつ JMJD5 の生理機能や発がんにおける役割を解明するために，ノックアウト（KO）マウスを作製した。Jmjd5 nullマウスは，胚性致死の表現系を示
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し，その原因のひとつが，細胞周期制御因子 p21/Cdkn1a の異常な発現亢進であることを見いだした。マウス胚線維芽細胞を用いた解析からも JMJD5 が細胞増殖の制御に重要であることが示された。クロマチン免疫沈降解析の結果，JMJD5は p21/Cdkn1a遺伝子の転写領域上のヒストン H3K36 のメチル化状態を変化させて，その発現調節に関与することが明らかになった（文献１）。さらに，p21/Cdkn1a以外の p53によって発現制御される標的遺伝子の解析や，Jmjd5 KOマウスと p53 KOマウスとの交配実験などから，JMJD5 が p53 シグナル経路を Fine-tuning する新しいタイプの制御因子であることを見いだした。また，JMJD5 は，ヒストンの脱メチル化酵素としてのはたらき以外にも，転写制御因子 NFATc のユビキチン修飾に影響を与えて，骨細胞の分化を負に調節するという機能を持つこともわかった。（文献２）。 
 ３）上皮-間葉転換（EMT）に関与するヒストンのメチル化制御酵素  がん細胞の細胞浸潤能を亢進する活性を既に報告したヒストンH3K4脱メチル化酵素 PLU1が，細胞の EMTを誘導することを新たに見いだした。この際，EMTの誘導に重要な転写因子である ZEB1, ZEB2の発現を抑制している microRNA-200ファミリーの発現をヒストンのメチル化を介して調節することを証明した（投稿中）。一方，
H3K27脱メチル化酵素 JMJD3は，その発現の低下が EMTを促進するが，同じmiR-200ファミリーを標的としてその発現を調節することがわかった。すなわち，Bivalent なヒストンのメチル化修飾による microRNA のエピジェネティックな制御が，EMT の可逆的性質に関係している可能性が示された。さらに，PLU1, JMJD3 以外にも EMTに影響を与えるメチル化制御酵素を現在 3種類同定しており，それぞれ異なるメカニズムでの作用が示唆されている。 
 ４）薬剤耐性獲得に関与するヒストンのメチル化制御酵素  分子標的治療薬イレッサに感受性の肺がん細胞株において，JMJD3脱メチル化酵素をノックダウンすると，耐性獲得能が著しく上昇することをこれまでに検出してきた。この細胞株においても，miR-200 ファミリーの発現抑制に伴う転写因子 ZEB1, ZEB2の発現上昇と EMTの誘導が観察された。したがって，JMJD3ノックダウンによる薬剤耐性獲得の亢進メカニズムのひとつとして，EMT が重要な役割を果たしていることが示された。 
 ５）がん細胞における DNAの脱メチル化に関与する酵素群の発現解析  TETファミリー（TET1, 2, 3）タンパク質は，ゲノム DNAのメチル化されたシトシン（5mC）をヒドロキシメチル化（5hmC）する酵素であり，DNAの積極的脱メチル化の第一段階を担う。様々な細胞，組織での TET ファミリー遺伝子の発現解析を行なったところ，TET1酵素の発現と，細胞の EMT，幹細胞的性質，セネセンスとの関
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係性を示す結果が得られた。また，TET1自身の発現の制御に対する DNAのメチル化やヒストンのメチル化の関与も示唆された。がんにおける DNAの積極的脱メチル化の役割や，ヒストンと DNAのメチル化制御の新たな関係性を発見することを目指して，TET1の機能解析を現在進行している。 
 
 【 研 究 業 績 】 ＜発表論文＞ 原著 （研究室主体） 
1. Ishimura A, Minehata K, Terashima M, Kondoh G, Hara T and Suzuki T. Jmjd5, an 
H3K36me2 histone demethylase, modulates embryonic cell proliferation through the 
regulation of Cdkn1a expression.  Development, 139, 749-759, 2012. （共同研究） 
2. Youn MY, Yokoyama A, Fujiyama-Nakamura S, Ohtake F, Minehata K, Yasuda H, 
Suzuki T, Kato S and Imai Y.  JMJD5, a Jumonji C (JmjC) domain-containing protein, 
negatively regulates osteoclastogenesis by facilitating NFATc1 protein degradation. J. 
Biol. Chem., 287, 12994-13004, 2012. 著書・総説 
1. 鈴木健之.“第５章造血系第１節 自然発症モデル BXH2および AKxDマウス”「疾患モデルの作製と利用 がん」中村卓郎編集, 399-408頁, エル・アイ・シー, 2012 
 ＜学会発表＞ 国内学会 
1. Suzuki T, Terashima M, Enkhbaatar Z, Oktyabri D, and Ishimura A.  Functional 
characterization of histone modifying enzymes in the process of malignant progression of 
cancer. 第71回日本癌学会学術総会（札幌2012年9月） 
2. Oktyabri D, Terashima M, Enkhbaatar Z, Tange S, Ishimura A and Suzuki T.  
Functional analysis of histone demethylases in epithelial-mesenchymal transition of 
cancer cells. 第35回日本分子生物学会年会（福岡2012年12月） 
3. Ishimura A, Minehata K, Terashima M, Kondoh G, Hara T and Suzuki T.  Jmjd5, an 
H3K36me2 histone demethylase, modulates embryonic cell proliferation through the 
regulation of p53-target genes expression. 第 35回日本分子生物学会年会（福岡 2012年 12月） 
4. Tange S, Zhou Y and Nakanishi A.  Signaling pathways that involve in human astroviral 
－ 61 －
infection. 第 35回日本分子生物学会年会（福岡 2012年 12月） 一般対象 
1. 鈴木健之, 金沢大学市民公開講座「ウイルス研究とがん」, 金沢 2012年 6月 
 
 ＜外部資金＞ 
1. 文部科学省科学研究費補助金, 基盤研究（C）, 研究代表者 鈴木健之 研究課題名「ウイルス挿入変異法で同定されたエピゲノム制御因子による疾患発症機構の解析」 1,700千円 
2. 文部科学省科学研究費補助金, 新学術領域研究（がん微小環境）, 研究分担者 鈴木健之 研究課題名「呼吸器悪性腫瘍の微小環境の特性を標的とした新規制御法の開発」
1,000千円 
3. 文部科学省科学研究費補助金, 若手研究（B）, 研究代表者 石村昭彦 研究課題名「ウイルス挿入変異法で同定された新規がん関連遺伝子 Jmjd5の機能解析」 1,400千円 
 ＜共同研究＞ 
1. 原 孝彦 副参事研究員 東京都医学総合研究所 ウイルス挿入変異によって同定されたがん関連遺伝子 JMJD5の血液・血管の発生における機能解析 
2. 今井 祐記 特任講師 東京大学分子細胞生物学研究所 ヒストン脱メチル化酵素 JMJD5の骨分化における機能解析 
3. 木村 宏 准教授 大阪大学大学院生命機能研究科 がんの悪性化に関与するヒストン修飾変化とその解析ツールの開発 
4. 本田 浩章 教授 広島大学原爆放射線医科学研究所 がんの発症•悪性進展過程におけるヒストン脱メチル化酵素 JMJD3の役割の解析 
5. 小出 寛 准教授 金沢大学医薬保健研究域医学系 DNA 脱メチル化関連酵素の幹細胞およびがん細胞における役割の解析  
 
－ 62 －
